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worin Ri,R 4> R 5 ,R 6 ,R7 und R-io Wasserstoff, Alkyl, Hydroxy, Halogen, Carboxyl, Sulfonyl oder Amino bedeutet und 

Wasserstoff, Alkyl, Alkoxy, Polyoxyhydrocarbyleinheiten, Phenyl, Phenylalkyl bedeuten, die durch Hydroxy, Sulfo- 
nyl, Carboxy, Amino, Alkoxycarbonyl substituiert sein konnen, wobei R 2 mit R-| oder R 3 mit R 4 eine gesattigte oder 
ungesattigte C2- oder C3-Brucke bilden kann oder R 2 mit R 3 eine gesattigte oder ungesattigte C4- oder C5-Brucke 
bilden kann und 

Wasserstoff, Alkyl, Alkoxy, Polyoxyhydrocarbyleinheiten, Phenyl, Phenylalkyl bedeuten, die durch Hydroxy, Sulfo- 
nyl, Carboxy, Amino, Alkoxycarbonyl substituiert sein konnen, wobei R 8 mit R 7 oder R 9 mit R 10 eine gesattigte oder 



^j- ungesattigte C2- oder C3-Brucke oder R 8 mit R 9 eine gesattigte oder ungesattigte C4- oder C5-Brucke bilden kann 

^ und wobei mindestens einer der Reste R 2 , R3, R 8 oder R 9 einen nicht-bruckebildenden Rest darstellt, der zusatz- 

^ lich mit einer kupplungsfahigen aktivierten oder zu einer Kupplung aktivierbaren Gruppe substituiert ist 

h- und wobei mindestens einer der Reste R 2> R3, R 8 oder R 9 einen bruckebildenden Rest, der gegebenenfalls durch 

O Alkyl substituiert sein kann, darstellt. 

Q. 
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Die Derivate dienen zur Herstellung von Fluoreszenzkonjugaten zum Einsatz in Immunoassays und zur DNA-Ana- 

lytik. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft neue kupplungsfahige Oxazinfarbstoffe sowie deren Verwendung als Fluoreszenzmarker in 
Konjugaten. 

s Zur Durchfuhrung immunologischer Assays und in der DNA-Analytik werden Marker oder Label benotigt, die nach 

Ablauf einer analytspezif ischen Reaktion eine Quantif izierung des Analyten erlauben. 

Aufgrund der hohen Sensitivitat haben sich in der letzten Zeit besonders f luorometrische Marker durchgesetzt. So 
ermoglicht die Markierung eines Antikorpers oder eine Nukleotids mit Fluoreszenzfarbstoffen eine direkte Quantif izie- 
rung. 

10 Weit verbreitete Fluor eszenzfarbstoffe sind beispielsweise FITC (Fluoreszeinisothiocyanat), FLUOS (Fluoreszein 
N-Hydroxysuccinimidester), Resorufin und Rhodaminlabel, die aber fur ihre Anregung relativ aufwendige Lichtquellen, 
zum Beispiel Argonlaser, benotigen. 

Die rasche EntwicHung preiswerter Laserdioden mit einem Emissionsbereich von 630 - 780 nm, die sich zudem 
hervorragend zum Aufbau miniaturisierter Systeme eignen, macht Farbstoffe wunschenswert, die in diesen Wellenlan- 
15 genbereichen absorbieren. 

In EP-A-0 543 333 werden pentazyklische Rhodamin-Farbstoffe beschrieben, die als Label eingesetzt werden kon- 
nen. Die Schwerpunkte der Absorption liegen nur im Bereich bis 660 nm. 

In der WO 88/047 77 werden Phthalocyaninfarbstoffe beschrieben, die allerdings mehr als eine funktionelle 
Gruppe besitzen, so daft sie bei Konjugation, zum Beispiel mit Antikdrpern, zu Vernetzungen und Produktgemischen 
20 fiihren, die einen groBen Reinigungsaufwand erfordern. 

In US-P-5, 149,807 sind pentazyklische Oxazinderivate als Laserfarbstoffe beschrieben. Diese verfugen aber uber 
keine funktionelle Gruppe und sind somit nicht fur eine spezifische Kupplung an biologische Molekule wie Proteine, 
Haptene und Nukleinsauren geeignet, noch wird eine solche Verwendung angesprochen. 

Eine tricyclische aktivierte Oxazinverbindung der Firma Dojindo ist bekannt, deren Aminsubstituenten lediglich mit 
25 nicht-rinbildenden Alkylgruppen substituiert sind. Das entsprechende Konjugat zeigt eine sehr geringe Quantenaus- 
beute. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, Farbstoffe zur Verfugung zu stellen, die sich fur eine Kupplung mit bio- 
logischen Molekulen eignen, die uber eine hohe Quantenausbeute verfugen, in einem Absorptionsbereich von 645 - 
700 nm absorbieren und eine moglichst geringe unspezifische Bindung an biologische Verbindungen oder an Festpha- 
30 sen aufweisen. 

Geldst wird die Aufgabe durch die Erfindung, wie sie in den Anspruchen charakterisiert ist. 
Gegenstand der Erfindung sind funktionell kupplungsfahige Oxazinderivate der allgemeinen Formel I 
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50 worin R.,, R 4 , R 5 , R 6 , R 7 , R 10 

Wasserstoff, Alkyl, Alkoxy, Hydroxy, Halogen, Carboxyl, Sulfonyl oder Amino darstellt 
und 

1^2' ^3 

Wasserstoff, Alkyl, Alkoxy, Polyoxyhydrocarbyleinheiten, Phenyl, Phenylalkyl bedeuten, die durch Hydroxy, Halo- 
55 gen, Sulfonyl, Carboxy, Amino, Alkoxycarbonyl substituiert sein konnen, wobei R2 mit R1 oder R3 mit R4 eine 
gesattigte oder ungesattigte C2- oder C3-Brucke bilden kann oder R2 mit R3 eine gesattigte oder ungesattigte C4- 
oder C5-Brucke bilden kann und 
R8, R9 

Wasserstoff, Alkyl, Alkoxy, Polyoxyhydrocarbyleinheiten, Phenyl, Phenylalkyl bedeutet, die durch Hydroxy, Halo- 
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gen, Sulfonyl, Carboxy, Amino, Alkoxycarbonyl substituiert sein kann, wobei R8 mit R7 oder R9 mit R10 eine gesat- 
tigte oder ungesattigte C2- oder C3-Brucke oder R8 mit R9 eine gesattigte oder ungesattigte C4- oder C5-Brucke 
bilden kann 

und wobei mindestens einer der Reste R2, R3, R8 oder R9 einen nicht-bruckebildenden Rest darstellt, der mit 
5 einer kupplungsfahigen aktivierten oder zu einer Kupplung aktivierbaren Gruppe substituiert ist 

und wobei mindestens einer der Reste R2, R3, R8 oder R9 einen bruckebildenden Rest, der gegebenenfalls durch 
Alkyl, substituiert sein kann, darstellt. 

Bevorzugt bildet R3 mit R4 und / oder R7 mit R8 eine gesattigte oder ungesattigte C3-Brucke. 
10 Ganz besonders bevorzugt bilden R3 mit R4 und / oder R7 mit R8 eine C3-Brucke, wahrend R2 und / oder R9 nicht- 
briickebildende Substituenten, bevorzugt Alkyl darstellen, wobei mindestens ein nicht-bruckebildender Substituent mit 
einer kupplungsfahig aktivierten oder aktivierbaren Gruppe substituiert ist. 

Unter dem Begriff "Polyoxyhydrocarbyl-Einheiten" im Sinne der vorliegenden Erfindung sind polymere oder oligo- 
mere organische Reste zu verstehen, die iiber O-Brucken miteinander verknupft sind. Insbesondere sind unter diesem 
15 Begriff Polyether, Polyole, losliche Carbohydrate, Derivate davon oder wasserlosliche Polymere zu verstehen. Beson- 
ders bevorzugt sind Polyethylenoxygruppen, deren GroBe so ist, daB das Molekulargewicht der Gesamtverbindung 800 
- 1200, vorzugsweise etwa 1000 ist. Die oben genannten Polyethylenoxygruppen bewirken eine Verbesserung der Los- 
lichkeit, vermindern die unspezifische Bindung der Verbindungen an Proteine und verhindern eine Dimerisierung. 
Eine Alkylgruppe hat 1-10, bevorzugt 1-7 Kohlenstoffatome und kann verzweigtkettig oder geradkettig sein; sie 
20 besitzt ganz besonders bevorzugt 1-4 Kohlenstoffatome und ist insbesondere zum Beispiel Methyl, Ethyl, Propyl, iso- 
Propyl, Butyl, iso-Butyl oder tert.- Butyl. 

Eine Phenylalkylgruppe mit bevorzugt 1-3 Kohlenstoffatomen in der Alkylgruppe ist insbesondere eine Phenethyl- 
oder Benzylgruppe. 

Unter Halogen wird Fluor, Chlor, Brom oder Jod, bevorzugt Chlor verstanden. 
25 Eine Alkoxygruppe in einer Alkoxycarbonylgruppe hat 1-10, bevorzugt 1-4, ganz besonders bevorzugt 1 oder 2 C- 
Atome. 

In den erfindungsgemaBen Verbindungen der Formel I liegt vorzugsweise zumindest einer der Reste R2, R3, R8, 
R9 als ein nicht-bruckenbildender Rest vor, der mit einer kupplungsfahigen aktivierten oder zu einer Kupplung aktivier- 
baren Gruppe substituiert ist. Eine solche aktivierte Gruppe leitet sich insbesondere von einer aktivierbaren Carbon- 
30 saure- oder Sulfonsauregruppierung ab, und ist zum Beispiel ein Saureester, ein Saureanhydrid, ein Saurehalogenid, 
vorzugsweise Bromid, insbesondere Chlorid oder ein N-Hydroxy-Succinimidester. Zwischen aktivierter Gruppe und 
dem nicht-bruckenbildendem Rest kann noch eine Linkerverbindung, beispielsweise DADOO zwischengeschaltet sein. 

Die Tabelle gibt einige Beispiele fur aktivierte, kupplungsfahige Gruppen. Dem Fachmann sind weitere solcher 
Gruppen aus der Synthesechemie fur Konjugate bekannt. 

35 



Tabelle 1 



Aktivierte Gruppe 


Verknupfung mit 


Produkt 


NHS-Ester 


Amine 


Amid 


Isothiocyanat 


Amine 


Thioharnstoff 


Gemischtes Anhydrid 


Amine 


Amid 


Maleimid 


Thiol 


Thioether 


Thiol 


Maleimid 


Thioether 


Haloacetyl 


Thiol 


Thioether 


Hydrazine 


Aldehyd 


Hydrazone 


Amine 


Aldehyd 


Amin (n. Reduktion) 


Amine 


reaktive Carbonsaure 


Amide 



55 Als Gegenion laBt sich jedes zur Ladungsneutralisierung geeignete und mit dem kationischen Grundgerust kom- 
patible Anion verwenden; bevorzugt wird Perchlorat eingesetzt, oder aber das Gegenion von einer Carboxy- oder Sul- 
fongruppe einer der Reste abgeleitet. Durch Wahl eines geeigneten Gegenions laBt sich zusatzlich zur Auswahl und 
Kombination der Reste der je nach dem beabsichtigten Anwendungszweck gewunschte Grad der Lipophilie optimieren. 
Beispiele fur besonders bevorzugte Substituenten in der Bedeutung von R 2> R3, Rs, oder R 9 sind: 
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Wasserstoff, Methyl, Carboxymethyl, Ethyl, Carboxyethyl, 3-Sulfopropyl, 4-Sulfobutyl, 3-Carboxypropyl, 4-Carboxybu- 
tyl, 3- Methoxycarbonyl propyl, 3-Ethoxycarbonylpropyl, Methoxy-ethoxy-ethyl, Hydroxy-ethoxy- ethyl, Benzyl. 

Zur Verwendung als hydrophile Marker kann es zweckmaBig sein, unsymmetrisch substituierte Produkte einzuset- 
zen, in denen die Reste R 2 , R3 gegenuber R 8 , R 9 verschieden sind, und zum Beispiel eine 3-Carboxypropyl Oder 4- 
5 Carboxybutylgruppe (R 2 oder / und R 3 ) und eine 3-Sulfo- Propyl- oder 4-Sulfo-Butyl-Gruppe (R 8 und / oder R 9 ) bedeu- 
ten. 

Besonders bevorzugte Reste in Verbindungen der Formel I sind: 

R-h R4. R5. R6 und I oder R io = Wasserstoff 
10 R 3 mit R 4 und / oder R 8 mit R 7 = (CH 2 ) 3 , 

-CH-CH=C- 

15 



R-i mit R 2 oder R 9 mit R 10 = (CH 2 ) 3 
R 2 , R 3 , R 3 , Rg = -CH 2 -CH 3 , -CH 2 -CH 2 -CH 2 -COOH 
20 R 2 mit R 3 oder R 8 mit R 9 = (CH 2 ) 4 

Ein weiterer Gegenstand der Erf indung sind mit den erf indungsgemaBen Fluoreszenzfarbstoffen gekuppelte biolo- 
gisch aktive Substanzen (Konjugate) der Formel II 

25 



30 



35 




worin R-,, R 4 , R 5 , R 6 , R 7 , R 10 die oben angegebene Bedeutung haben. 

40 

R2\ R3', 

Wasserstoff, Alkyl, Alkoxy, Polyoxyhydroxycarbonyleinheiten, Phenyl, Phenylalkyl bedeutet, diedurch Hydroxy, Sul- 
fonyl, Carboxy, Amino, Alkoxycarbonyl substituiert sein konnen, wobei R2' mit R1 oder R3' mit R4 eine gesattigte 
oder ungesattigte C4- oder C5-Brucke bilden kann und 
45 R8', R9', 

Wasserstoff, Alkyl, Alkoxy, Polyoxyhydroxycarbonyleinheiten, Phenyl, Phenylalkyl bedeutet, diedurch Hydroxy, Sul- 
fonyl, Carboxy, Amino, Alkoxycarbonyl substituiert sein konnen, wobei R2' mit R1 oder R3' mit R4 eine gesattigte 
oder ungesattigte C4- oder C5-Brucke bilden kann und 

wobei mindestens einer der Reste R2', R3\ R8' oder R9' einen nicht-bruckebildenden Rest darstellt, der mit einer 
50 biologisch aktiven Substanz gekuppelt ist und wobei mindestens einer der Reste R2', R3', R8' und R9' einen nicht- 
bruckebildenden Rest darstellt, der gegebenenfalls durch Alkyl substituiert ist. 

Unter einer biologisch aktiven Substanz wird insbesondere ein Hapten, Antigen, Antikorper oder Fragment davon, 
Protein oder Mono- oder PolynuWeotid (PNA, RNA oder DNA-Molekul) verstanden. 
55 Die Verbindungen der Formel I lassen sich durch Kondensation von 1 ,3-Aminophenolen der Formel III mit Nitroso- 
aminophenolen der Formel IV erhalten. 
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r5 Aktivierbare Gruppen werden nach bekannten Methoden zu kupplungsfahigen Gruppen aktiviert und mit reaktiven 

Gruppen biologisch aktiver Molekule zu Konjugaten der Formel II gekuppelt. Dabei konnen auch zwischen den aktivier- 

ten Gruppen und den biologisch aktiven Molekulen noch Linker eingebaut werden. 

Mit den erfindungsgemaBen Verbindungen werden neue Verbindungen bereitgestellt, die sich aufgrund ihrer spek- 

troskopischen Eigenschaften (Absorptionsmaximum im Bereich zwischen 645 bis 700 nm) sehr gut fur kupplungsfa- 
20 hige Absorptionsfarbstoffe, insbesondere Fluoreszenzfarbstoffe fur die Anwendung in Hapten- / und Antikorperprotein- 

Konjugaten, zur Polynukleotidmarkierung und zur Anfarbung von Latices (Fluoreszenzlatices) eignen. Die Quantenaus- 

beute ist hoch und liegt zwischen 40 und 70% in ethanolischer Losung. 

Fur die Anwendung in Hapten- / Antikorper- /Protein- oder Polynukleotidkonjugaten ist es vorteilhaft, wenn die 

Farbstoffe gut wasserloslich sind. Fur diesen Verwendungszweck werden deshalb vorzugsweise Verbindungen der all- 
25 gemeinen Formel I eingesetzt, in denen R 2 , R31 Rs> ^9 rnoglichst hydrophil sind. Vorzugsweise sind diese Verbindun- 
gen unsymmetrisch substituierte Produkte, die zum Beispiel sowohl Carboxyl- als auch Sulfonsauregruppen enthalten. 

Die Kupplung zum Konjugat erfolgt uber mindestens einen der aktivierten Substituenten der Reste R 2 , R 3 , R 8 oder R 9 

und insbesondere uber eine Hydroxysuccinimidgruppierung. 

Konjugate der Fluoreszenzfarbstoffe mit Haptenen, wie zum Beispiel Theophylin, Digoxin, T3, T4 oder Protein, wie 
30 zum Beispiel Antikorper, eignen sich zum Beispiel zum Einsatz in diagnostischen Systemen, insbesondere fur Fluores- 

zenzimmunoassays. 

Weiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist ein Verfahren zur Bestimmung einer ersten immunologischen 
bindefahigen Substanz, das dadurch gekennzeichnet ist, daB ein Konjugat einer erfindungsgemaBen Verbindung mit 
einer zweiten immunologisch bindefahigen Substanz, die gleich oder verschieden mit der ersten Substanz sein kann, 
35 verwendet wird und daB die durch eine immunologische Bindungsreaktion, welche fur die erste Substanz spezif isch ist, 
verursachte Absorptions- oder Fluoreszenzanderung oder Fluoreszenzpolarisationsanderung der erfindungsgemaBen 
Verbindung als MaB fur die Menge der in der Probe enthaltenden zu bestimmenden Substanz bestimmt wird. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der erfindungsgemaBen Konjugate fur Immunoassays. 

Die erfindungsgemaBen kupplungsfahigen Verbindungen der Formel I eignen sich auch zur Herstellung von Kon- 
40 jugaten mit Mono- oder PolynuWeotiden oder PNA. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist daher die Verwendung dieser Konjugate zur DNA-Analytik. 



Beispiel 1 



45 Synthese von I 



0,6 g (2,3 mmol) y-(7- Hydroxy- 1 ,2,3,4-tetrahydrochinol-1 -yl)-buttersaureethylester und 0,5 g (2,4 mmol) N-Ethyl-7- 
hydroxy-6-nitroso-1 ,2,3,4-tetrahydrochinolin werden in 12 ml Ethanol nach Zusatz von 2 ml 2,5 m Salzsaure 2 Stunden 
unter RiickfluB gekocht. Die Losung wird am Rotationsverdampfer bis zur Trocknung eingedampft. Der Riickstand wird 
50 in Ethanol aufgenommen und uber Aluminiumoxid chromatographisch vorgereinigt. Der so erhaltene Ethylester des 
Zielfarbstoffes hat das Absorptionsmaximum in Ethanol bei 653 nm. 

Der Ethylester wird in einem Gemisch aus 30 ml Aceton, 20 ml Wasser und 1 ml 2,5 m Salzsaure 30 min. unter 
RiickfluB gekocht. Zur Reinigung wird der Farbstoff uber Silicagel chromatographiert (Laufmittel: zunachst Aceton- 
Chloroform 3:1 , dann Aceton und schlieBlich Ethanol). Man erhalt 0,5 g I 
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15 Beispiel 2 

Oxazin-N-Hydroxysuccinimidester II 

40 mg Oxazin I werden mit 10 mg N-Hydroxysuccinimideesteer und 19 mg Dicyclohexylcarbodiimid in 20 ml Ace- 
20 tonitril gelost. Man laBt 4 h bei Raumtemperatur ruhren und rotiert das Produktgemisch ein. Die Reinigung erfolgt uber 
Reverse Phase-Kieselgel. 



25 
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35 



Digoxin-3-Carboxymethylether-Diaminodioxooctan-Konjugat III (Dig-CME-DADOO) 

Das Hapten-Fluoreszenz-Konjugat wird durch Umsetzung von 1 1 mg I und 17,5 mg Dig-DADOO 18 h bei Raum- 
40 temperatur in Acetonitril erhalten. Der Ansatz wird einrotiert und anschlieBend uber Kieselgel, Eluens Chloroform- 
Methanol-Essigsaure 3:1 :0:1 aufgereinigt. 
Ausbeute: 4 mg 
Analytik: MS entspricht 

45 Labeling von Proteinen mit II 

10 mg Protein, z.B. MAK (TSH) werden in 1 ml Natriumhydrogenphosphat- Puffer pH 8 gelost. Dazu gibt man eine 
Losung eines 10-fachen molaren Uberschusses an II, gelost in 500 ul DMSO. Die ReaktionslOsung wird 1 h bei Raum- 
temperatur geschuttelt. Das Konjugat wird uber eine Sephadex G 50 Saule, Laufmittel = Puffer, gereinigt, dreimal 
50 gegen Wasser dialysiert und lyophilisiert. 



55 
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20 Beispiel 3 



Svnthese von Oxazinen der Fomeln IV-X mit aktivierbaren COOH-Grup pen 



3 mmol substituiertes m-Aminophenol bzw. m-Aminoanisol und 33 mmol 6-Nitroso-3-aminophenol werden in 
25 einem Gemisch von 20 mi Athanol und 1 ml 2.5 N Salzsaure gelost und zum RuckBuB erhitzt. Die dabei stattfindende 
Farbstoffbildung wird spektrometrisch verfolgt (A,max im Bereich 650 - 700 nm). Die Reaktion wird abgebrochen, wenn 
die Farbstoffkonzentration nicht mehr zunimmt. 

Die so erhaltene Losung wird auf Volumen von ca. 10 ml eingeengt und dann tropfenweise zu 200 ml 10%iger waB- 
riger NaBF 4 -L6sung hinzugefugt. Das Farbstoff-tetrafluoroborat fallt hierbei vollstandig aus. Nach Abdekantieren der 
30 uberstehenden Flussigkeit und Filtrieren wird der Ruckstand in 100 ml Dichlormethan aufgenommen und diese Losung 
3 mal mit je 100 ml Wasser gewaschen. Die Losung wird iiber Na 2 S0 4 getrocknet und einrotiert. Der Farbstoff fallt hier- 
bei als zahes, fast schwarzes Ol an. Ausbeute: 40-60%. 



Hydrolyse 

Der Rohfarbstoff (Ethylester) wird in einem Gemisch von 30 ml Aceton, 15 ml Wasser und 1 ml 2.5 N Salzsaure 
gelost und zum RuckfluB erhitzt. Die Hydrolyse wird dunnschicht-chromatographisch verfolgt (Silicagel, MeOH/H 2 0 
3:1). Nach praktisch vollstandiger Umsetzung wird die Reaktionslosung bei ca. 30°C einrotiert und der Ruckstand chro- 
matographisch gereinigt. 





Reaktionsdauer 


Hydrolysedauer 


Reinigung 


X. max. 
EtOH 


IV 


1,5 h 


7h 




660 


V 


70 min. 


9h 


Silicagel 


650 


VI 


75 min. 


9h 


LM=Chloroform/EtOH Silicagel LM=Chloroform/EtOH 


649 


VII 


40 min. 


10 h 


Silicagel LM=Chloroform/EtOH 


672 


VIII 


90 min. 


48 h 


Silicagel LM=Chloroform/EtOH 


682 


IX 


3h 


24 h 


Silicagel LM=Chloroform/EtOH 


673 


X 


60 min. 


24 h 


Silicagel LM=Chloroform/EtOH 


672 
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worin Ri,R 4 ,R 5 ,R 6 ,R 7 und R 10 Wasserstoff, Alkyl, Hydroxy, Halogen, Carboxyl, Sulfonyl oder Amino bedeutet 
und 

R 2 , ^3' 

Wasserstoff, Alkyl, Alkoxy, Polyoxyhydrocarbyleinheiten, Phenyl, Phenylalkyl bedeuten, die durch Hydroxy, 
Sulfonyl, Carboxy, Amino, Alkoxycarbonyl substituiert sein konnen, wobei R 2 mit R-| Oder R 3 mit R 4 eine gesat- 
tigte oder ungesattigte C2- oder C3-Brucke bilden kann oder R 2 mit R 3 eine gesattigte oder ungesattigte C4- 
oder C5-Brucke bilden kann und 

Wasserstoff, Alkyl, Alkoxy, Polyoxyhydrocarbyleinheiten, Phenyl, Phenylalkyl bedeuten, die durch Hydroxy, 
Sulfonyl, Carboxy, Amino, Alkoxycarbonyl substituiert sein konnen, wobei R 8 mit R 7 oder R 9 mit R 10 eine 
gesattigte oder ungesattigte C2- oder C3-Brucke oder R 8 mit R 9 eine gesattigte oder ungesattigte C4- oder 
C5-Brucke bilden kann 

und wobei mindestens einer der Reste R 2 , R 3 , R 8 oder R 9 einen nicht-bruckebildenden Rest darstellt, der 
zusatzlich mit einer kupplungsfahigen aktivierten oder zu einer Kupplung aktivierbaren Gruppe substituiert ist 
und wobei mindestens einer der Reste R 2 , R 3 , R 8 oder R 9 einen briickebildenden Rest, der gegebenenfalls 
durch Alkyl substituiert sein kann, darstellt. 

2. Oxazinderivate gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB R 3 mit R 4 und / oder R 7 mit R 8 eine gesattigte 
oder ungesattigte C3-Brucke bildet. 

3. Oxazinderivat gemaB Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB R 2 und / oder R 9 nicht-bruckebildende 
Substituenten darstellen, von denen mindestens einer zusatzlich mit einer kupplungsfahigen aktivierten oder zu 
einer Kupplung aktivierbaren Gruppe substituiert ist. 

4. Oxazinderivat gemaB Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, daB ein nicht-bruckebildender Substituent einen mit 
einer aktivierbaren oder aktivierten Gruppe substituierter Alkylrest darstellt. 

5. Oxazinderivate gemaB Anspruch 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, daB die aktivierbare Gruppe eine Carbon- 
saure oder Sulfonsauregruppe darstellt oder die aktivierte Gruppe ein Saurester, Saureanhydrid, Saurehalogenid 
oder N-Hydroxysuccinimidester darstellt. 



6. Oxazinfarbstoffkonjugate der Formel II 
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worin R 1 ,R 4 ,R 5> R 6 ,R7 und R 10 Wasserstoff, Alkyl, Hydroxy, Halogen, Carboxyl, Sulfonyl oder Amino bedeutet 
und 

R2', R3\ 

Wasserstoff, Alkyl, Alkoxy, Polyoxyhydrocarbyleinheiten, Phenyl, Phenylalkyl bedeuten, die durch Hydroxy, 
Sulfonyl, Carboxy, Amino, Alkoxycarbonyl substituiert sein konnen, wobei R2' mit R-| oder R3' mit R 4 eine 
gesattigte oder ungesattigte C2- oder C3-Brucke bilden kann oder R 2 ' mit R 3 ' eine gesattigte oder ungesattigte 
C4- oder C5-Brucke bilden kann und 
R8', R9' 

Wasserstoff, Alkyl, Alkoxy, Polyoxihydrocarbyleinheiten, Phenyl, Phenylalkyl bedeutet, die durch Hydroxy, Sul- 
fonyl, Carboxy, Amino, Alkoxycarbonyl substituiert sein konnen, wobei R8' mit R 7 oder R9' mit R 10 eine gesat- 
tigte oder ungesattigte C3-Brucke oder R8' mit R9' eine gesattigte oder ungesattigte C4- oder C5-Brucke 
bilden kann 

und wobei mindestens einer der Reste R2\ R3', R8' oder R9' einen nicht-bruckebildenden Rest darstellt, der 
zusatzlich mit einer biologisch aktiven Gruppe substituiert ist 

und wobei mindestens einer der Reste R2\ R3', R8' oder R9' einen briickebildenden Rest, der gegebenenfalls 
durch Alkyl substituiert sein kann, darstellt. 

7. Oxazinkonjugat gemaB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB R3' mit R4 und / oder R7 mit R8' eine gesattigte 
oder ungesattigte C3-Brucke bildet. 

8. Oxazinkonjugat gemaB Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet, daB R2' und / oder R9' nicht-bruckebildende 
Substituenten darstellen, wobei mindestens ein Substituent mit einer biologisch aktiven Gruppe substituiert ist. 

9. Oxazinkonjugat gemaB einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die biologisch aktive Gruppe 
ein Hapten, Antigen, Antikorper oder Protein darstellt. 

10. Oxazinkonjugat gemaB einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB die biologisch aktive Gruppe 
ein Mono- oder Polynukleotid darstellt. 

11. Verfahren zur Bestimmung einer ersten immunologisch bindefahigen Substanz, dadurch gekennzeichnet, daB ein 
Konjugat gemaB Anspruch 9 mit einer zweiten immunologisch bindefahigen Substanz,, die gleich oder verschieden 
mit der ersten Substanz sein kann, verwendet wird und daB die durch eine immunologische Bindungsreaktion, wel- 
che fur die erste Substanz spezif isch ist, verursachte Absorption oder Fluoreszenzanderung oder Fluoreszenzpo- 
larisationsanderung als MaB fur die Menge der in der Probe enthaltenden zu bestimmenden Substanz bestimmt 
wird. 

12. Verwendung eines Konjugates gemaB Anspruch 9 fur Immunoassays. 

13. Verwendung eines Konjugates gemaB Anspruch 10 zur DNA-Analytik. 

14. Verfahren zur Herstellung der Oxazinderivate der Formel I gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB 1,3 
Aminophenole der Formel III mit Nitrosoaminophenolen der Formel IV kondensiert werden. 
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